The influence of lipophilic and hydrophilic fraction of silver fir (Abies alba) branch extract on responsiveness of isolated human brain vessels by Slemenšek, Tjaša
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA FARMACIJO 
 
 
 
 
 
 
 
 
TJAŠA SLEMENŠEK 
MAGISTRSKA NALOGA 
ENOVITI MAGISTRSKI ŠTUDIJSKI PROGRAM FARMACIJA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA FARMACIJO 
 
TJAŠA SLEMENŠEK 
 
VPLIV LIPOFILNE IN HIDROFILNE FRAKCIJE IZVLEČKA VEJ BELE JELKE 
(Abies alba) NA ODZIVNOST IZOLIRANIH ČLOVEŠKIH MOŽGANSKIH ŽIL 
 
THE INFLUENCE OF LIPOPHILIC AND HYDROPHILIC FRACTION OF 
SILVER FIR (Abies alba) BRANCH EXTRACT ON RESPONSIVENESS OF 
ISOLATED HUMAN BRAIN VESSELS 
 
MAGISTRSKA NALOGA 
ENOVITI MAGISTRSKI ŠTUDIJSKI PROGRAM FARMACIJA 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019 
Magistrsko nalogo sem opravljala na katedri za farmakologijo in eksperimentalno 
toksikologijo na Medicinski fakulteti v Ljubljani pod mentorstvom prof. dr. Sama Krefta, 
mag. farm. in somentorstvom viš. znan. sod. dr. Gorazda Drevenška, uni. dipl. biol. 
 
 
 
ZAHVALA 
Iskreno se zahvaljujem viš. znan. sod. dr. Gorazdu Drevenšku, uni. dipl. biol. in prof. dr. 
Samu Kreftu, mag. farm. za mentorstvo in vso strokovno pomoč pri pisanju magistrske 
naloge. Zahvaljujem se tudi staršem, ki so mi omogočili študij in mi vsa leta študija stali ob 
strani. 
 
 
 
IZJAVA 
Izjavljam, da sem magistrsko delo samostojno izdelala pod vodstvom mentorja prof. dr. 
Sama Krefta, mag. farm. in somentorja viš. znan. sod. dr. Gorazda Drevenška, uni. dipl. 
biol. 
 
Tjaša Slemenšek 
 
Ljubljana, 2019 
 
 
 
 
Komisija za zagovor: 
Predsednica komisije: prof. dr. Marija Bogataj, mag. farm. 
Mentor: prof. dr. Samo Kreft, mag. farm.  
Somentor: viš. znan. sod. dr. Gorazd Drevenšek, uni. dipl. biol. 
Članica komisije: doc. dr. Janja Zupan, mag. farm.  
 
i 
 
KAZALO VSEBINE 
1 UVOD ............................................................................................................................1 
1.1 NEVRODEGENERATIVNE BOLEZNI ..................................................................1 
1.1.1 Alzheimerjeva bolezen .......................................................................................1 
1.1.2 Parkinsonova bolezen .........................................................................................2 
1.2 CEREBROVASKULARNE BOLEZNI ....................................................................2 
1.2.1 Možganska kap ..................................................................................................3 
1.3  MOŽGANSKE ARTERIJE WILLISOVEGA KROGA ...........................................3 
1.4 ZGRADBA MOŽGANSKE ŽILNE STENE ............................................................4 
1.5 KRČENJE IN SPROŠČANJE GLADKOMIŠIČNIH CELIC ....................................5 
1.6 ENDOTELIJSKA DISFUNKCIJA ...........................................................................7 
1.7 VAZOMOCIJA ........................................................................................................8 
1.8 BELA JELKA (Abies alba) ......................................................................................9 
1.8.1 Izvleček iz bele jelke ..........................................................................................9 
1.9 LIGNANI ............................................................................................................... 11 
2 NAMEN DELA ............................................................................................................ 14 
3 METODE ..................................................................................................................... 15 
3.1 PRIPRAVA MATIČNE RAZTOPINE LIGNANOV .............................................. 16 
3.2 PRIPRAVA FRAKCIJ ........................................................................................... 17 
3.3 POSTOPEK IZOLACIJE ČLOVEŠKIH MOŽGANSKIH ARTERIJ ..................... 17 
3.3.1 Naprava za poskuse na izoliranih žilah ............................................................. 18 
3.3.2  Naprava DMT (Danish Myo Technology Multi Wire Myograph System) ........ 19 
3.4 POTEK DELA ....................................................................................................... 20 
3.4.1 Protokoli poskusov ........................................................................................... 21 
3.4.2 Obdelava podatkov........................................................................................... 24 
4 REZULTATI ................................................................................................................ 26 
4.1 AKUTNI UČINEK SPOJINE NA ŽILNE OBROČKE (PROTOKOL 1) ................ 26 
4.2 AKUTNI UČINEK FRAKCIJ NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI Z L-NNA 
(PROTOKOL 2) ........................................................................................................... 28 
4.3 AKUTNI UČINEK HISTAMINA NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI S 
PREISKOVANO FRAKCIJO (PROTOKOL 3) ........................................................... 29 
4.4 UČINEK NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI Z IZBRANIMI 
KONCENTRACIJAMI (PROTOKOL 4) ..................................................................... 30 
4.5 PRIMERJAVA MED AKUTNIM UČINKOM SPOJINE NA ŽILNE OBROČKE 
(PROTOKOL 1) IN AKUTNIM UČINKOM FRAKCIJ NA ŽILNE OBROČKE PO 
INKUBACIJI Z L-NNA (PROTOKOL 2) .................................................................... 31 
 
ii 
 
4.6 PRIMERJAVA MED AKUTNI UČINKOM SPOJINE NA ŽILNE OBROČKE 
(PROTOKOL 1) IN UČINKOM NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI Z 
IZBRANIMI KONCENTRACIJAMI (PROTOKOL 4) ................................................ 33 
5 RAZPRAVA ................................................................................................................. 35 
5.1 AKUTNI UČINEK SPOJINE NA ŽILNE OBROČKE (PROTOKOL 1) ................ 36 
5.2 AKUTNI UČINEK FRAKCIJ NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI Z L-NNA 
(PROTOKOL 2) ........................................................................................................... 37 
5.3 AKUTNI UČINEK HISTAMINA NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI S 
PREISKOVANO FRAKCIJO (PROTOKOL 3) ........................................................... 38 
5.4 UČINEK NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI Z IZBRANIMI 
KONCENTRACIJAMI (PROTOKOL 4) ..................................................................... 38 
5.5 PRIMERJAVA MED AKUTNIM UČINKOM SPOJINE NA ŽILNE OBROČKE 
(PROTOKOL 1) IN AKUTNIM UČINKOM FRAKCIJE NA ŽILNE OBROČKE PO 
INKUBACIJI Z L-NNA (PROTOKOL 2) .................................................................... 39 
5.6 PRIMERJAVA MED AKUTNI UČINKOM SPOJINE NA ŽILNE OBROČKE 
(PROTOKOL 1) IN UČINKOM NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI Z 
IZBRANIMI KONCENTRACIJAMI (PROTOKOL 4) ................................................ 39 
5.6 LIGNANI ............................................................................................................... 40 
6 SKLEP .......................................................................................................................... 42 
7 LITERATURA ............................................................................................................. 43 
  
 
iii 
 
KAZALO SLIK 
Slika 1: Možganske arterije Willisovega kroga ..................................................................4 
Slika 2: Zgradba možganske žilne stene atrerij ..................................................................5 
Slika 3: Mehanizem krčenja gladkih mišičnih celic............................................................6 
Slika 4: Dejavniki tveganja pri endotelijski disfunkciji ......................................................8 
Slika 5: Grafični prikaz spontane vazomocije na žilnih obročkih, ki se je pojavila med 
poskusom ...........................................................................................................................9 
Slika 6: Molekulska struktura izolaricirezinola ................................................................ 11 
Slika 7: Molekulska struktura hidroksimatairezinola........................................................ 12 
Slika 8: Molekulska struktura sekoizolaricirezinola ......................................................... 13 
Slika 9: Grafični prikaz kadavrov v starostnih skupinah................................................... 18 
Slika 10: Naprava za poskuse na izoliranih žilah ............................................................. 19 
Slika 11: Naprava DMT (Danish Myo Technology) ........................................................ 20 
Slika 12: Grafični prikaz začetnega dela poskusa ............................................................. 21 
Slika 13: Protokol 1 ......................................................................................................... 21 
Slika 14: Protokol 2 ......................................................................................................... 22 
Slika 15: Protokol 3 ......................................................................................................... 23 
Slika 16: Protokol 4 ......................................................................................................... 23 
Slika 17: a) Shematski prikaz vrednosti, ki smo jih uporabili za računanje pri protokolu 1 
in 2, b) Enačba za izračun odstotka sprostitve/krčitve pri protokolu 1 in 2 ........................ 24 
Slika 18: a) Shematski prikaz vrednosti, ki smo jih uporabili za računanje pri protokolu 3 
b) Enačba za izračun pri protokolu 3 ................................................................................ 25 
Slika 19: Grafični prikaz akutnega učinka lipofilne in hidrofilne frakcije na žilne obročke 
izvedeno po protokolu 1 ................................................................................................... 26 
Slika 20: Grafični prikaz akutnega učinka lignanov na žilne obročke izvedeno po 
protokolu 1 ...................................................................................................................... 27 
Slika 21: Grafični prikaz akutnega učinka lipofilne in hidrofilne frakcije po inkubaciji z L-
NAA (protokol 2)............................................................................................................. 28 
Slika 22: Grafični prikaz učinka histamina na žilne obročke po inkubaciji z lipofilno in 
hidrofilno frakcijo (protokol 3)......................................................................................... 29 
Slika 23: Grafični prikaz učinka po inkubaciji z lipofilno in hidrofilno frakcijo (protokol 4)
 ........................................................................................................................................ 30 
 
iv 
 
Slika 24: Grafični prikaz akutnega učinka lipofilne frakcije (protokol 1) in akutnega 
učinka lipofilne frakcije po inkubaciji z L-NNA (protokol 2) ........................................... 31 
Slika 25: Grafični prikaz akutnega učinka hidrofilne frakcije (protokol 1) in akutnega 
učinka hidrofilne frakcije po inkubaciji z L-NNA (protokol 2) ......................................... 32 
Slika 26: Grafični prikaz akutnega učinka lipofilne frakcije (protokol 1) in učinka po 
inkubaciji z lipofilno frakcijo (protokol 4) ........................................................................ 33 
Slika 27: Grafični prikaz akutnega učinka hidrofilne frakcije (protokol 1) in učinka po 
inkubaciji s hidrofilno frakcijo (protokol 4) ...................................................................... 34 
 
 
v 
 
SEZNAM KRATIC 
A.- arteria 
AB- Alzheimerjeva bolezen 
ACE- angiotenzin konvertaza 
ACh- acetilholin 
ATP- adenozintrifosfata 
CaM- kompleks Ca
2+
- kolmodulin 
CVB- cerebrovaskularne bolezni 
DAG- diacilglicerol 
DMSO- dimetil sulfoksid 
EDHF- hiperpolarizacijski dejavniki endotelijskega izvora 
eNOS- endotelijska sintaza dušikovega oksida 
GMC- gladkomišične celice 
His- histamin 
HMR- hidroksimatairezinol  
iNOS- inducibilna sintaza dušikovega oksida 
IP3- inozitol trifosfat 
K-H raztopina - Krebs-Henseleit raztopina 
L-NNA - Nω-nitro-L-arginin 
MP- mirovni potencial 
NADPH -nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NB- nevrodegenerativne bolezni 
NF-κB- jedrni faktor kapa B (ang. nuclear factor-κB) 
nNOS- nevronska sintaza dušikovega oksida 
NOS- sintaza dušikovega oksida 
P1- protokol 1 
P2-protokol 2 
P3-protokol 3 
P4-protokol 4 
PB- Parkinsonova bolezen 
PGE2- prostaglandin E2 
PGI2-prostaciklin 
 
vi 
 
PKC- protein kinaza C 
SDG- sekoizolaricirezinol diglukozid 
SEM- standardna napaka aritmetičnih sredin 
SR- sarkoplazemski retikulum 
TIA- prehodni ishemični napad (ang. transient ischemic attack) 
ŽO- žilni obroček 
  
 
vii 
 
POVZETEK 
Cerebrovaskularne in nevrodegenerativne bolezni prizadenejo milijone ljudi po svetu in 
predstavljajo veliko tveganje za zdravje ljudi. Zaradi staranja populacije je razširjenost 
vedno večja. Med najbolj razširjenimi bolezenskimi stanji sta možganska kap in 
Alzheimerjeva bolezen. Obe bolezni sta povezani z  možgani. Pri možganski kapi gre za 
akutno stanje, ki povzroča ishemijo možganov. Alzheimerjeva bolezen pa je kronična 
progresivna nevrodegenerativna bolezen pri kateri so v ospredju znaki demence. Dandanes 
znanstveniki želijo s pomočjo študij razviti nova in učinkovitejša zdravila za njuno 
zdravljenje, vendar pri tem velik izziv predstavlja krvno-možganska pregrada zaradi 
posebnosti v anatomski zgradbi in selektivni prepustnosti. 
Namen magistrske naloge je bil ugotoviti vpliv lipofilne in hidrofilne frakcije iz izvlečka 
vej bele jelke (Abies alba) na odzivnost človeških možganskih arterij. Predvidevali smo, da 
bosta obe frakciji tako lipofilna kot hidrofilna frakcija relaksirali možganske arterije. Poleg 
tega smo predvidevali, da je mehanizem relaksacije povezan z aktivacijo endotelijske 
sintaze dušikovega oksida. 
Merili smo izometrično silo krčenja žilnih obročkov in ugotavljali odziv po štirih različnih 
protokolih. Ugotavljali smo ali frakciji povzročata relaksacijo ali krčitev žilnih obročkov 
(protokol 1), mehanizem delovanja (protokol 2), učinek frakcij na histamin (protokol 3) in 
učinek na žile obročke po daljši inkubaciji s preiskovano frakcijo (protokol 4).  
Rezultati so prikazani v obliki grafov. Med seboj smo primerjali odzive izoliranih žilnih 
obročkov na lipofilno in hidrofilno frakcijo po posameznih protokolih. Ugotovili smo, da 
ima lipofilna frakcija sprostitveni učinek na izolirane žilne obročke. Pri hidrofilni frakciji 
pa se je izkazalo, da žilne obročke krči. Ugotovili smo tudi, da sproščanje žilnih obročkov 
pri lipofilni frakciji ni značilno povezano z aktivacijo NOS sistema. Sprostitveni učinek 
lipofilne frakcije na človeške možganske arterije bi lahko predstavljal potencial uporabe 
izvlečka vej bele jelke pri zdravljenju tudi nevrodegenerativnih bolezni.   
 
 
Ključne besede: bela jelka, lipofilna frakcija, hidrofilna frakcija, možganske arterije 
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ABSTRACT 
Cerebrovascular and neurodegenerative diseases affect millions of people worldwide and 
represent a high risk for human health. As the population ages, the prevalence is 
increasing. Brain stroke and Alzheimer´s disease are among the most common. Both are 
connected with the brain. Brain stroke is an acute condition, which causes ischemia of the 
brain. Alzheimer´s disease is a chronic neurodegenerative disease of which the most 
common sight is dementia. Nowadays, with the help of studies scientists want to develop 
new and more effective drugs for their treatment, but the brain blood barrier represent a 
great challenge due to special features of the anatomical structure and selective 
permeability. 
The purpose of the master´s thesis was to determine the effect of liphophilic and 
hydrophilic fraction of silver fir (Abies alba) branch extract on the responsiveness of 
human brain arteries. We predicted that both fractions, liphophilic as well as hydrophilic 
will relax brain arteries. We also predicted that the mechanism of relaxation is connected 
with endothelial nitric oxide synthase. 
We measured the isometric force of contraction of the vascular rings and determined the 
response according to four different protocols. We determined if fractions cause relaxation 
or contraction of vascular rings (protocol 1), working mechanism (protocol 2), effect of 
fraction on histamine (protocol 3) and effect on vascular rings after incubation with 
researched fraction (protocol 4). 
The results are presented in the form of graphs. We compared the responses of isolated 
vascular rings on lipophilic and hydrophilic fraction among themselves. And we 
discovered that lipophilic fraction has a relaxing effect on isolated vascular rings. But 
hydrophilic fraction caused contraction of vascular rings. We also discovered that working 
mechanism of lipophilic fraction is not typically connected with NOS system. The relaxing 
effect of the lipophilic fraction on the human brain arteries could mean a potential for 
silver fir branch extract to be used in the treatment of neurodegenerative diseases. 
 
 
Key words: silver fir, lipophilic fraction, hydrophilic fraction, brain arteries 
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1 UVOD 
1.1 NEVRODEGENERATIVNE BOLEZNI 
Nevrodegenerativne bolezni (NB) so za enkrat večinoma neozdravljiva bolezenska stanja, 
povezana s staranjem prebivalstva. V Evropi je trenutno 16 % prebivalcev starejših od 65 
let, pričakuje pa se, da bo do leta 2030 ta številka dosegla 25%. Zaradi staranja 
prebivalstva se bo povečalo tudi število bolnikov z NB. NB so bolezenska stanja, pri 
katerih v možganih postopno propadajo nevroni. Posledica NB je progresivna degeneracija 
in/ali odmiranje živčnih celic. Primeri NB so Alzheimerjeva bolezen ter druge vrste 
demenc, Parkinsonova bolezen, multipla skleroza, bolezni motoričnega nevrona in 
Huntingtonova bolezen. NB se razvija več let in nevrodegenerativne spremembe so lahko 
prisotne že več let pred pojavom kliničnih simptomov in preden se lahko postavi diagnoza 
bolezni. Posledice teh bolezni so različne, nekatere vplivajo na spomin in kognitivne 
lastnosti, druge vplivajo na gibanje, govorjenje, dihanje. Največje breme pri NB 
predstavljajo demence, 60-70 % primerov demenc pa predstavlja Alzheimerjeva bolezen. 
Na svetu je trenutno približno 50 milijonov ljudi, ki trpijo za demenco. Število zdravil za 
zdravljenje NB je zelo omejeno, saj večinoma zdravijo samo simptome, ne pa vzroka 
bolezni. Učinkovito zdravljenje je nujno potrebno, vendar je zato potrebno poglobljeno 
razumevanje vzroka in mehanizma posamezne NB (1,2). 
 
1.1.1 Alzheimerjeva bolezen 
Alzheimerjeva bolezen (AB) je kronična progresivna nevrodegenerativna bolezen, pri 
kateri so v ospredju znaki demence. Potrditev diagnoze temelji na patognomoničnih 
spremembah, danes znanih kot amiloidni plaki in nevrofibrilarne pentlje. Degenerativne 
spremembe pri AB se začnejo v področjih pomembnih za nastanek dolgotrajnega spomina. 
Iz entorinalne skorje se spremembe razširijo v hipokampus, nato v parietalni in temporalni 
predel in nazadnje zajamejo celotni neokorteks. Za razvito bolezen je značilna izguba 
spomina za nedavne dogodke, ki vpliva na vsakodnevno življenje, dezorientiranost v času 
in prostoru, spremembe v počutju in osebnosti, kar kasneje vodi v nesposobnost bolnika, 
da sam skrbi zase. Klinično AB delimo na obliko, ki se začne v zgodnji življenjski dobi 
(pri 45-65 letih) in na obliko, ki se začne v kasnejši življenjski dobi (po 65. letu). 
Pogostejša je druga oblika predvsem zaradi staranja prebivalstva oz. opustitve aktivnega 
življenjskega sloga po upokojitvi v razvitejših deželah. Največji dejavniki tveganja za 
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nastanek AB so starost, družinska zgodovina AB in prisotnost gena APOE Ɛ4. Zdravljenje 
obsega lajšanje simptomov, pri čemer uporabljamo zdravila iz skupine inhibitorjev 
holinesteraze in memantin (3). 
 
1.1.2 Parkinsonova bolezen 
Parkinsonova bolezen (PB) je kronična napredujoča nevrodegenerativna bolezen, ki 
prizadene predvsem ljudi v kasnejših letih življenja. PB vpliva predvsem na telesno 
gibanje, s čimer bolnika onesposobi za samostojno življenje. Simptomi PB so akinezija 
(nezmožnost izvajanja hotenih gibov), bradikinezija (upočasnjeno izvajanje gibov), 
mišična rigidnost, tresenje v mirovanju, spontan bolečina, motnje spanja REM, psihiatrične 
motnje (npr. demenca, depresija). PB je povezana s progresivnim in relativno selektivnim 
propadanjem dopaminskih nigro-striatnih nevronov, ki povezujejo dve bazalni jedri, to sta 
substanca nigra kompakta in kavdatus-putamen. To pa je nato posledično povezano s 
pomanjkanjem dopamina v striatumu. PB ne moremo pozdraviti, z zdravili samo lajšamo 
simptome bolezni. Uporabljajo zdravilo levodopa, ki je prekurzor dopamina, zaviralce 
monoamin-oksidaze B in zaviralce katehol-O-metiltransferaze, dopaminski agonisti in 
amantadin. Na voljo je tudi kirurška terapija z visokofrekvenčno stimulacijo posameznih 
bazalnih jeder z uporabo implantiranih elektrod (3,4). 
 
1.2 CEREBROVASKULARNE BOLEZNI 
Cerebrovaskularne bolezni (CVB) zajemajo različna zdravstvena stanja, ki vplivajo na 
možganske krvne žile in možgansko cirkulacijo. Pri teh stanjih so pogosto poškodovane ali 
deformirane arterije, ki oskrbujejo možgane. Najpomembnejši dejavnik tveganja za 
nastanek CVB je hipertenzija, ker lahko spremeni strukturo žil in lahko vodi v nastanek 
ateroskleroze. Drugi dejavniki tveganja so tudi kajenje, sladkorna bolezen in debelost. 
CVB delimo na: 
- Ishemične dogodke (možganska kap, prehodni ishemični napad (TIA)) 
- Možganske krvavitve (subarahnoidna krvavitev, znotrajmožganska krvavitev) (5). 
Najpogostejša CVB je možganska kap. Vsako leto možgansko kap utrpi 15 milijonov ljudi 
po svetu, od tega jih 5 milijonov umre, 5 milijonov pa ima težje zdravstvene posledice. 
Kap večinoma prizadene starejšo populacijo. Po podatkih Inštituta za varovanje zdravja in 
podatkih raziskave Z zdravjem povezan življenjski slog naj bi v Sloveniji možganska kap 
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letno prizadela okoli 4400 ljudi. V razvitejših državah se pojavnost možganske kapi 
zmanjšuje, vendar se kljub temu absolutno število možganskih kapi povečuje zaradi 
staranja prebivalstva (6, 7). 
 
1.2.1 Možganska kap 
Vzrok za nastanek možganske kapi je prekinitev oskrbe s krvjo v možganih, običajno zato 
ker se pojavi krvni strdek (ishemična možganska kap) ali krvavitve (hemoragična kap). 
Ishemična možganska kap je pogostejša. Glavni dejavniki tveganja za nastanek možganske 
kapi sta visok krvni tlak in kajenje. Posledica ishemične možganske kapi je, da se zmanjša 
dostava kisika in hranil, kar povzroča odmiranje možganskih celic. Najbolj pogosti 
simptomi kapi so nenadna šibkost, otrplost obraza, roke ali noge najpogosteje na eni strani 
telesa, zmedenost, vrtoglavica, motnja govora, motnje zavesti, nenadni glavobol. 
Zdravljenje kapi mora biti čimprejšnje, saj čas igra pomembno vlogo, zato mora bolnik 
takoj obiskati zdravnika, ko začuti simptome. Glavni cilj zdravljenja kapi je preprečiti 
nadaljnje dogodke z zdravljenjem osnovnega vzroka (3, 5). 
 
1.3  MOŽGANSKE ARTERIJE WILLISOVEGA KROGA 
Oksigenacijo možganov omogočajo možganske arterije, med njimi dve notranji karotidni 
arteriji (A. carotis interior) in dve vertebralni arteriji (A. vertebralis). Na bazi možganov se 
te arterije združijo v tako imenovani Willisov krog. Willisov krog je sestavljen iz leve in 
desne sprednje možganske arterije (A. cerebri anterior) in notranje karatoidne arterije, ki 
so med seboj povezane s sprednjo komunikantno arterijo (A. communicans anterior). 
Notranja karotidna arterija se preko zadnje komunikantne arterije (A. communicans 
posterior) povezuje z zadnjo možgansko arterijo (A. cerebri posterior) in bazilarno arterijo 
(A. basilaris). Tako žile tvorijo anastomotični krog, katerega funkcija je, da ščiti možgane 
pred ishemijo. Če se zamaši ena izmed prehranjevalnih možganskih žil se zaradi 
anastomoze kljub temu ohrani pretok skozi možgane (8). 
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Slika 1: Možganske arterije Willisovega kroga  
(Povzeto in prirejeno po:  MedenoSrce, http://www.medenosrce.net/ ) 
 
1.4 ZGRADBA MOŽGANSKE ŽILNE STENE 
Možganske arterije so zgrajene iz treh plasti. Notranja plast je tunica intima, ki je 
sestavljena iz ene plasti endotelijskih celic in notranje elastične lamine. Sledi ji tunica 
media, ta je sestavljena predvsem iz gladkih mišičnih celic (GMC) ter elastina in 
kolagenskih vlaken. Naslednja plast je tunica adventitia. Je zunanja plast sestavljena iz 
kolagenskih vlaken in fibroblastov. Za razliko od sistemskih arterij možganske arterije 
nimajo zunanje elastične lamine, imajo pa dobro razvito notranjo elastično lamino. Druga 
razlika med sistemskimi in možganskimi arterijami je manjše število GMC pri možganskih 
arterijah. Poleg tega imajo možganske arterije zelo tanko zunanjo plast - tunica adventitia, 
zaradi odsotnosti zunanje elastične lamine (9). 
Posebnost v možganih je tudi krvno-možganska pregrada, ki ščiti možgane pred 
molekulami iz krvnega obtoka. Ta skorajda ne prepušča polarnih molekul, tiste snovi, ki 
izkazujejo lipidotopne lastnosti, pa lahko prehajajo pregrado. Za nekatere hidrofilne 
molekule pa mora obstajati točno določen prenašalni sistem, da lahko prehajajo iz krvi v 
možgane. Krvno-možganska pregrada zato predstavlja velik izziv pri načrtovanju zdravil. 
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Krvno-možgansko pregrado gradijo endotelijske celice žil in prilegajoče celice astrocitov, 
med katerimi je tesen stik (10). 
 
 
Slika 2: Zgradba možganske žilne stene atrerij 
(Povzeto in prirejeno po: Encyclopedia Britannica, 2008) 
 
1.5 KRČENJE IN SPROŠČANJE GLADKOMIŠIČNIH CELIC 
Krčenje in sproščanje GMC je odvisno od koncentracije Ca
2+
 v citosolu. Kemični, 
mehanski in električni dražljaji povzročijo dvig Ca
2+ 
v citosolu. Ca
2+
 se preko kalcijevih 
kanalčkov sprostijo iz zunajceličnega prostora, delno pa tudi iz sarkoplazemskega 
retikuluma (SR). Povečanje znotrajcelične koncentracije je večinoma rezultat aktivacije 
inozitol trifosfata (IP3). Gre za sekundarni prenašalec, ki nastane, ko se različni ligandi 
vežejo na receptor sklopljen z G-proteinom, ki nato aktivira encim fosfolipazo C, ta pa 
nato katalizira nastanek IP3 in prav tako diacilglicerola (DAG). IP3 se veže na receptorje 
SR in povzroči sproščanje Ca
2+
. DAG skupaj s Ca
2+
 aktivira protein kinazo C (PKC). PKC 
nato fosforilira Ca
2+
 L-kanale, katerih odprtje omogoči vdor Ca
2+
 v celico. Ca
2+
 se nato 
vežejo na beljakovino kalmodulin, ki ima štiri vezavna mesta za kalcijeve ione. Nastane 
kompleks, ki nato aktivira encim miozin lahko kinazo (MLCK). Ta nato v prisotnosti 
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adenozintrifosfata (ATP) fosforilira lahko miozinsko verigo, ki se aktivira in omogoči 
vezavo aktina na miozin. Aktiviran miozin drsi ob aktinu po mehanizmu drsečih 
filamentov. Pride do krčenja GMC oziroma do vazokonstrikcije. Da nastopi relaksacija je 
potrebna odstranitev snovi, ki je povzročila krčenje ali pa se veže molekula, ki zavira 
kontraktilni mehanizem. Do relaksacije oziroma do vazodilatacije pa pride zaradi padca 
Ca
2+
 v znotrajceličnemu prostoru. Ca
2+
 se s pomočjo Na
+
/Ca
2+
 izmenjevalca in Ca
2+
 ATP-
aze prenese nazaj v zunajcelični prostor in sarkoplazemski retikulum. Kompleks z 
kalmodulinom se disociira, lahka miozinska veriga pa se s pomočjo encima miozin 
fosfataza defosforilira in povzroči prenehanje krčenja GMC (11). 
 
 
Slika 3: Mehanizem krčenja gladkih mišičnih celic 
(Povzeto in prirejeno po: Brooks and Cole, 2013) 
 
Znotrajcelično koncentracijo Ca
2+
 uravnavajo vazokonstriktorni in vazodilatorni 
mediatorji. Veliko vazodilatatorjev in vazokonstriktorjev se izloči iz endotelija žil, zato je 
endotelij eden izmed ključnih dejavnikov uravnavanja žilnega tonusa. Žilni tonus pa 
pomembno vpliva na krvni tlak in pretok krvi. Vazokonstriktorji so endotelin-1, 
angiotenzin II, tromboksan A2, superoksidni anion (O
2-
), noradrenalin. Krčenje žil 
povzročijo tako, da se vežejo na specifične receptorje v žilni steni. Endotelijsko odvisni 
 
7 
 
vazodilatatorji so dušikov oksid (NO), prostaciklin (PGI2), prostaglandin E2 (PGE2), 
hiperpolarizacijski dejavniki endotelijskega izvora (EDHF). Vazodilatator NO deluje 
neposredno na GMC, tako, da aktivira gvanilat-ciklazo v citoplazmi GMC, kar posledično 
povzroči znižanje citosolne koncentracije kalcija in relaksacijo žil. Učinek NO je 
kratkotrajen, saj se oksidira že v nekaj sekundah. NO nastaja v reakciji, ki jo katalizira 
encim NOS, ki povzroči pretvorbo arginina v citrulin in NO v prisotnosti molekularnega 
kisika in NADPH. NOS nastaja v endoteliju (eNOS) ali nevronih (nNOS) in se hitro 
aktivira ob zvečani citoplazemski koncentraciji Ca
2+
 v prisotnosti kalmodulina. Lahko pa 
makrofage aktivirajo citokini in v makrofagu nastane inducibilna NOS (iNOS). To se 
običajno zgodi pri vnetjih. Pri tem ni potreben porast znotrajceličnega Ca
2+
. Preko 
aktivacije eNOS in posledično sproščanje NO delujejo tudi nekateri drugi mediatorji 
sproščanja, kot so acetilholin, ki deluje preko muskarinskih M3 receptorjev, bradikinin, 
histamin, substanca P (12, 13). 
 
1.6 ENDOTELIJSKA DISFUNKCIJA 
Endotelij ima pomembno vlogo pri uravnavanju žilnega tonusa in pretoku krvi, zato 
okrnjeno delovanje endotelija privede do porušenega ravnovesja med vazokonstriktornim 
in vazodilatornim delovanjem. To vpliva tudi na pretok skozi možgane, saj se oslabi 
avtoregulacija pretoka skozi možgane, to pa lahko vodi do nastanka kapi. Pri avtoregulaciji 
se uravnava pretok krvi s pomočjo spreminjanja premera žil. V primeru, ko je sistemski 
krvni tlak povečan se žile sprostijo, da znižajo krvni tlak, poleg tega se poveča pretok skozi 
žilo, v primeru znižanega sistemskega krvnega tlaka pa pride do krčenja žil, ki povečajo 
krvni tlak. Dilatacijo in konstrikcijo žil lahko poleg krvnega tlaka povzročajo spremembe v 
koncentraciji kemičnih snovi, primer je CO2. Pri večjih koncentracijah CO2 se žile 
sprostijo, pri nižjih koncentracijah pa pride do krčitve žil. Endotelijska disfunkcija je 
povezana z kardiovaskularnimi dejavniki tveganja (kajenje, hipertenzija, debelost…) in 
lahko kasneje vodi v nastanek ateroskleroze. Pri endotelijski disfunkciji se zmanjša 
biološka razpoložljivost vazodilatatorjev, predvsem NO. Lahko pa se tudi poveča izločanje 
vazokonstriktorjev, ki so odvisni od endotelija. Zaradi tega se poruši ravnovesje med 
snovmi, ki žile krčijo in sproščajo, prevesi se v smer mediatorjev krčenja žil. Zaradi tega je 
oslabljena od endotelija odvisna vazodilatacija. Poleg tega ima NO pomembno vlogo tudi 
pri vnetnih procesih, zato se pri endotelijski disfunkciji zaradi zmanjšane aktivnost NO 
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pojavi vnetje arterij. Prav tako je prisotno povečanje prepustnosti endotelija, izguba 
antitrombotičnih faktorjev, kar pa poveča tveganje za nastanek ateroskleroze in posledično 
večje možnosti za kardiovaskularne dogodke (14). 
 
 
Slika 4: Dejavniki tveganja pri endotelijski disfunkciji 
(Povzeto in prirejeno po: Dzau, V.J.(1990) J. Cardiovasc Pharmacol) 
 
1.7 VAZOMOCIJA 
Vazomocija je spontano nihanje krvnih žil, ki je neodvisno od srčnega utripa, prenosa po 
nevronih ali dihanja. Pojavi se tako in vivo kot in vitro. Čeprav je pojav vazomocije poznan 
že več kot 150 let, je točen mehanizem delovanja še nepoznan, prav tako fiziološka 
funkcija vazomocije. Eden izmed razlogov, da fiziološka vloga vazomocije še ni točno 
poznana je tudi, da še ni poznan način kako bi vazomocijo zavirali in spodbujali 
eksperimentalno. Predvidevajo, da bi vazomocija lahko predstavljala obrambo tkiva pred 
ishemijo, saj se ob vazomociji poveča pretok skozi žilo (15). V raziskavi, kjer so 
proučevali spreminjanje vazomocije pri različnih nadmorskih višinah, so ugotovili 
povečanje vazomocije zaradi hipobarične-hipoksije povzročene zaradi višje nadmorske 
višine. Predvidevali so, da bi vazomocija lahko predstavljala kompezatorni sistem pri 
povečanju krvnega pretoka in izboljšanju tkivne oksigenacije v stanjih, kjer je zmanjšana 
dostava kisika (16). Sklepa se, da je vazomocija rezultat več vzajemno delujočih 
mehanizmov, ki so kompleksni in med seboj sodelujejo po načinu, ki jih je 
eksperimentalno težko ponazoriti (17). Predvideva se, da je nastanek vazomocije povezan s 
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koncentracijo Ca
2+
 in spremembami membranskega potenciala. Podatki iz raziskave na 
podganjih bazilarnih arterijah podpirajo to teorijo. Membrana GMC je podvržena ciklični 
depolarizaciji in hiperpolarizaciji, ki je povezana z odpiranjem in zapiranjem Ca
2+
-odvisnih 
kloridnih kanalčkov (18). Vazomocija naj bi bila povezana tudi z nekaterimi bolezenskimi 
stanji, kot sta sladkorna bolezen in hipertenzija. Pri hipertenzivnih podganah naj bi bila 
prisotna vazomocija, ki pa izgine, ko podganam znižajo krvni tlak z dodatkom ACE 
inhibitorja (19). Vazomocija naj bi bila odvisna tudi od ravnotežja med NO in reaktivnimi 
kisikovimi spojinami (20).  
 
 
Slika 5: Grafični prikaz spontane vazomocije na žilnih obročkih, ki se je pojavila med 
poskusom  
 
1.8 BELA JELKA (Abies alba) 
Bela jelka je iglasto drevo s ploščatimi iglicami, ki imajo na spodnji strani dve srebrno beli 
črti. Zgornja stran iglic pa je temno zelena. Storži so pokončni zeleno rjavi in ne odpadejo 
v celoti. V zrelosti namreč odpadejo samo luske in na drevesu ostane le gola osrednja os 
storža. Pri mladem drevesu je lubje gladko in belosivo, kasneje pa razpoka in izloča smolo. 
Je visoko drevo, ki zraste tudi do 60 m. Bela jelka je avtohtona v srednji in južni Evropi in 
raste skoraj po vsej Sloveniji, največ v jelovo-bukovih dinarskih gozdovih (21). 
 
1.8.1 Izvleček iz bele jelke 
Z raziskavami na Univerzi v Ljubljani, na Fakulteti za farmacijo, so ugotovili, da tudi 
drugi iglavci vsebujejo podobne zmesi polifenolov kot Piknogenol
®
. Piknogenol
®
 je 
standardiziran izvleček, ki ga pridobivajo iz lubja francoskega obmorskega bora (Pinus 
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pinaster). Poznan je že dlje časa po celem svetu in spada med najmočnejše naravne 
antioksidante (22). V okviru diplomske naloge iz leta 2008 so ugotovili, da ekstrakt lubja 
bele jelke izkazuje 1,6- kratno antioksidativno  aktivnost Piknogenola
®
, določeno z DPPH 
metodo (23). Izvleček bele jelke vsebuje fenolne kisline, flavonoide in lignane. V izvlečku 
bele jelke so identificirali fenolne kisline: galno kislino, p-kumarinsko kislino, vanilinsko 
kislino, 4-hidroksibenzojsko kislino, protokatehinsko kislino in homovanilinsko kislino, 
flavonoide: katehin, epikatehin, (epi)galokatehin in njihove dimere (epi)galokatehin-
(epi)galokatehin, (epi)galokatehin-(epi)katehin, (epi)katehin-(epi)katehin in lignane: 
izolaricirezinol, hidroksimatairezinol, sekoizolaricirezinol, laricirezinol, pinorezinol, 
matairezinol, taksirezinol (24,25,26).  
Leta 2012 je na tržišče prišlo prehransko dopolnilo Abigenol
®
. Izkazuje močne 
antioksidativne lastnosti in se pridobiva iz skorje bele jelke iz kočevskih gozdov. Z 
ekstrakcijo iz skorje bele jelke pridobijo polifenole z majhno molekulsko maso, poleg tega 
pa pri ekstrakciji odstranijo odvečne in neprimerne sestavine kot so eterična olja, smole in 
polifenoli z veliko molekulsko maso. Polifenoli z večjo molekulsko maso se namreč težje 
absorbirajo v prebavnem traktu kot polifenoli z manjšo molekulsko maso (27). 
Na slovenskem trgu je prisotno tudi prehransko dopolnilo Belinal
®
. Gre za standardiziran 
izvleček iz vej bele jelke iz kočevskega gozda. Glavna sestavina tega izvlečka so prav tako 
polifenoli, katerih delež je približno 70%. Belinal
®
 prav tako izkazuje antioksidativne 
lastnosti, to pomaga pri odpravi stresa, utrujenosti, krepitvi imunskega sistema in 
regeneraciji telesa (28). Narejena je bila tudi raziskava z Belinalom
®
 na zdravih 
prostovoljcih pri kateri so ugotovili, da je post-prandialna koncentracija glukoze pri 
skupini, ki je jemala Belinal
® 
35 % nižja v primerjavi s placebo skupino. Torej Belinal
®
 
izkazuje tudi antidiabetične lastnosti. To bi lahko pomagalo pri uravnavanju težav pri 
sladkorni bolezni tipa 2 (29). Ugotovili so tudi, da ima izvleček iz bele jelke pozitiven 
učinek na aterosklerozo. To so ugotovili v raziskavi, kjer so preučevali vpliv izvlečka bele 
jelke na funkcionalne in morfološke spremembe arterij pri budrah, krmljenih z aterogeno 
krmo. Ugotovili so, da je dodatek izvlečka bele jelke preprečil funkcionalne in morfološke 
spremembe arterij. Poleg tega je imela skupina buder, ki je poleg aterogene krme jemala 
tudi izvleček iz bele jelke, prisotnih manj aterosklerotičnih plakov oz. je imela zmanjšanj 
nastanek aterosklerotičnih plakov za 80 % v primerjavi s tisto skupino, ki je dobivala samo 
aterogeno krmo (30). 
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1.9 LIGNANI 
Lignani so bioaktivne, nekalorične, fenolne spojine rastlinskega izvora, ki jih v višjih 
koncentracijah najdemo v lanenih in sezamovih semenih, v nižjih koncentracijah pa v 
žitaricah, sadju in zelenjavi. Prav tako so lignani prisotni v izvlečkih iz lesa iglavcev, tudi v 
izvlečku bele jelke. V rastlinah se lignani običajno pojavljajo v prosti obliki ali vezani na 
sladkorje. Najpogostejši lignani v rastlinah so laricirezinol, matairezinol, pinorezinol in 
sekoizolaricirezinol. Absorpcija rastlinskih lignanov močno variira od osebe do osebe. 
Lignani vezani na sladkorje se v prebavnem traktu pred absorpcijo hidrolizirajo s 
črevesnimi bakterijami. Prosti lignani se nato pretvorijo v enterolignane (enterolaktoni in 
enterodioli) preko različnih metabolnih reakcij. Enterolignani se nato absorbirajo preko 
črevesne sluznice, večina tako, da se konjugirajo v glukoronide v tkivih. V krvi jih je nato 
običajno mogoče zaznati 8-10 ur po vnosu hrane. Enterolignani vstopijo v enterohepatično 
kroženje ali se izločajo z urinom običajno v obliki glukoronidov in sulfatnih estrov. 
Lignani izkazujejo antidiabetične in protirakave lastnosti prav tako naj bi zmanjševali 
tveganje za kardiovaskularne bolezni. Delujejo pa tudi antioksidativno (31, 32). 
 
Izolaricirezinol 
V vodnem izvlečku bele jelke so ugotovili, da je delež izolaricirezinola 1,78 % (g/100g 
vodnega izvlečka). (26) 
 
 
Slika 6: Molekulska struktura izolaricirezinola 
(Vir: http://www.chemfaces.com/natural/Isolariciresinol-CFN98915.html ) 
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Hidroksimatairezinol 
Hidroksimatairezinol (HMR) je lignan, ki se metabolizira do enterolaktona. Ugotovili so, 
da ima protirakave lastnosti. V študiji na podganah so ugotovili, da je zmanjšal število 
rastočih tumorjev in povečal delež regresivnih in stabiliziranih tumorjev. Prav tako 
izkazuje antioksidativne lastnosti in vitro (33). 7-HMR naj bi izkazoval tudi protivnetne 
lastnosti v endotelijskih celicah preko zmanjševanja NF-κB (34, 35). Pri višjih 
koncentracijah pa ima estrogene lastnosti, vendar so te precej šibkejše kot pri estradiolu 
(36). V vodnem izvlečku bele jelke so ugotovili, da je delež HMR 0,89 % (g/100g vodnega 
izvlečka) (26). 
 
 
Slika 7: Molekulska struktura hidroksimatairezinola 
(Vir: https://en.wikipedia.org/wiki/Hydroxymatairesinol ) 
 
Sekoizolaricirezinol 
V lanenih semenih je prisoten v obliki sekoizolaricirezinol diglukozida (SDG), ki nato v 
črevesju najprej razpade do sekoizolaricirezinola, nato pa se razgradi do enterodiola. V 
študiji na podganah z metabolnim sindromom so ugotovili, da deluje SDG antioksidativno 
(37). Epidemiološke študije so pokazale, da naj bi obstajala povezava med vnosom 
sekoizolaricirezinola in zmanjšanjem tveganja za kardiovaskularne bolezni, vendar šele pri 
večjih vnosih (31). V vodnem izvlečku bele jelke so ugotovili, da je delež 
sekoizolaricirezinola 5,51 % (g/100g vodnega izvlečka) (26). 
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Slika 8: Molekulska struktura sekoizolaricirezinola 
(Vir: http://www.chemfaces.com/natural/Secoisolariciresinol-CFN98363.html ) 
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2 NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je ugotoviti vpliv lipofilne in hidrofilne frakcije iz izvlečka vej 
bele jelke na izoliranih človeških možganskih arterijah. Frakcije bomo pridobili iz 
standardiziranega izvlečka iz vej bele jelke Belinal
®
. Ugotavljali bomo tudi učinek 
delovanje izbranih lignanov (izolaricirezinol, hidroksimatairezinol in sekoizolaricirezinol), 
ki se nahajajo v izvlečku bele jelke, na izoliranih človeških možganskih žilah. Človeške 
možganske arterije bomo pridobili na Inštitutu za sodno medicino med obdukcijo, 24 ur 
post mortem. S pomočjo naprave za delo na izoliranih žilah in naprave DMT bomo merili 
izometrično silo krčenja žilnih obročkov in ugotavljali, ali frakciji relaksirata ali krčita 
žilne obročke (protokol 1), ali je mehanizem delovanja povezan z NOS sistemom (protokol 
2), vpliv frakcij na histamin (protokol 3) in učinek na žilne obročke po daljši inkubaciji s 
preiskovano frakcijo (protokol 4). Nato bomo med seboj primerjali odstotke krčitve oz. 
sprostitve lipofilne in hidrofilne frakcije po posameznih protokolih. Zanimalo nas bo, če je 
med delovanjem frakcij statistično značilna razlika. Prav tako bomo med seboj primerjali 
rezultate različnih protokolov poskusov z isto frakcijo. 
Hipoteze, ki smo si jih postavili pred začetkom praktičnega dela so: 
- Glede na najdene podatke o izvlečku bele jelke predvidevamo, da bosta tudi 
lipofilna in hidrofilna frakcija povzročili sprostitev arterij, 
- sprostitev arterij pri lipofilni in hidrofilni frakciji je povezana s povečanim 
sproščanjem  NO preko aktivacije NO sintaze, 
- lignani so delno odgovorni za sprostitveni učinek. 
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3 METODE 
Reagenti in raztopine, ki so bile uporabljene pri poskusih na izoliranih žilnih 
obročkih 
 Modificirana raztopina po Krebs-Henseleitu (K-H raztopina), ki je sestavljena iz: 
- 119 mM NaCl (Merck, Damstaadt, Nemčija), 
- 4,7 mM KCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA), 
- 1,2 mM MgSO4  (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA), 
- 1,2 mM KH2PO4 (Kemika, Zagreb, Hrvaška), 
- 25 mM NaHCO3 (Merck, Damstaadt, Nemčija), 
- 6,1 mM glukoza (Kemika, Zagreb, Hrvaška), 
- 0,034 mM etilendiamintetraocetna kislina (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA), 
- 2,5 mM CaCl2 (Kemika, Zagreb, Hrvaška). 
 Acetilholin (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA;  M=181,7 g/mol); vazorelaksant s 
koncentracijo matične raztopine 10 mM. 
 Histamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA; M=184,1 g/mol); vazokonstriktor s 
koncentracijo matične raztopine 10 mM. 
 Kalijev klorid (KCl) (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA;  M=74,55 g/mol); 
vazokonstriktor s koncentracijo matične raztopine 3 M. 
 Nω-nitro-L-arginin (L-NNA) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinhein, Nemčija); 
Selektivni inhibitor sintaze dušikovega oksida (NOS) s koncentracijo matične 
raztopine 36 mM. 
 Karbogen (plinska mešanica sestavljena iz 95% O2 in 5% CO2; Linde plin d.o.o., 
Celje, Slovenija). 
 
Aparature, oprema in pribor 
 
Za shranjevanje reagentov in preiskovanih snovi: 
- Hladilnik, +4°C (Gorenje, Velenje, Slovenija), 
- Zamrzovalnik, -20°C (Gorenje, Velenje, Slovenija). 
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Za tehtanje in pripravo spojin: 
- analizna tehtnica KERN ALS 120-4, Kern&Sohn GmbH (Balingen, Nemčija), 
- analizna tehtnica Sartorius BL210S, Sartorius AG (Goettingen, Nemčija), 
- precizna tehtnica, (Mettler Toledo, Columbus, ZDA), 
- polavtomatske pipete Eppendorf Research 200 μl in Eppendorf Reference 2500 μl 
(Eppendorf AG, Hamburg, Nemčija), 
- ultrazvočna kadička SONIS 2 GT (Iskra PIO, d.o.o., Šentjernej, Slovenija), 
- merilni valji, čaše in bučke (5ml do 100ml), steklene palčke, kovinske žličke, 
čolnički za tehtanje. 
 
Za pripravo žilnih obročkov smo uporabili: 
- petrijevko, 
- povečevalno steklo, 
- skalpel, 
- pinceta, 
- škarje, 
- zaščitne rokavice, 
- zaščitno masko. 
 
3.1 PRIPRAVA MATIČNE RAZTOPINE LIGNANOV 
Pripravili smo matične raztopine s koncentracijo 1 mg/mL. Lignani so slabše topni v vodi, 
zato smo kot topilo uporabili DMSO in deionizirano vodo. Natehtali smo 2 mg 
posameznega lignana, nato smo dodali 0,5 ml DMSO-ja in 1,5ml deionizirane vode. 
 
Uporabljeni lignani: 
- izolaricirezinol, (Sigma-Aldrich Co. Bratislava, Slovakia; M= 360,4g/mol), 
- hidroksimatairezinol, (Sigma-Aldrich Co. Bratislava, Slovakia; M= 374,4,4g/mol), 
- sekoizolaricirezinol, (Sigma-Aldrich Co. Bratislava, Slovakia; M= 362,4,4g/mol). 
 
Te lignane smo izbrali zato, ker jih je v izvlečku bele jelke po deležu največ. 
Uporabili smo DMSO (Merck, Darmstadt, Nemčija). 
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3.2 PRIPRAVA FRAKCIJ 
Pripravili smo hidrofilno in lipofilno frakcijo. Frakciji smo pripravili iz standardiziranega 
izvlečka iz vej bele jelke (Belinal
® 
2017). V centrifugirko smo natehtali 1g izvlečka, nato 
smo dodali 10 ml metanola. Nato smo stresali ročno približno 10 min, nato pa še 1 uro na 
stresalniku. Potem smo centrifugirali 10 min pri 3000 obratov/min. Usedlino in raztopino 
smo ločili v dve bučki. Raztopino smo prelili v prvo bučko. Usedlino pa smo najprej 
suspendirali v metanolu in jo nato prenesli v drugo bučko. Bučki smo nato dali na 
rotavapor (337 mbar), da smo odstranili metanol. Lipofilno frakcijo smo dobili iz raztopine 
iz prve bučke. Po rotavapiranju smo jo najprej raztopili v 35 ml deionizirane vode (¾ 
raztopine) in ugotovili, da se ne raztopi popolnoma, zato smo dodali še 11 ml DMSO-ja. 
Zaradi slabe topnosti smo frakcijo dali še v ultrazvočno kadičko za 30 min, da je nastala 
bistra raztopina. Hidrofilno frakcijo smo dobili iz usedline. Po rotavapiranju  smo natehtali 
0,1 g prahu hidrofilne frakcije v 10 ml bučko in dopolnili do oznake z deionizirano vodo. 
 
Uporabili smo: 
- DMSO (Merck, Darmstadt, Nemčija), 
- metanol (Pharmachem d.o.o.,Ljubljana, Slovenija) 
- izvleček iz vej bele jelke Belinal® 2017 (B+F d.o.o.,  Slovenija). 
 
Uporabljene naprave:  
- precizna tehtnica (Mettler Toledo, Columbus, ZDA), 
- analizna tehtnica KERN ALS 120-4 (Kern&Sohn GmbH Balingen, Nemčija), 
- centrifuga Centric  400R, (Tehtnica Železniki, Železniki, Slovenija), 
- stresalnik Vibromix 40, (Tehtnica Železniki, Železniki, Slovenija), 
- rotavapor R-210, (Büchi, Flawil, Švica), 
- vacuum controller V-850, ( Büchi, Flawil, Švica). 
 
3.3 POSTOPEK IZOLACIJE ČLOVEŠKIH MOŽGANSKIH ARTERIJ 
Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (št. 84/03/13). 
Izolirane možganske arterije smo pridobili med obdukcijo. Uporabili smo žile iz 
Willisovega kroga in sicer sprednjo možgansko arterijo, bazilarno in vertebralno arterijo 
ter zadnjo komunikantno arterijo. Arterije so bile odvzete povprečno 24 ur post mortem.  
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Kadavri so bili različnih starosti in spolov (1 ženska, 8 moških, starost 30-88 let). Osebe, ki 
so umrle med ali po operaciji nismo vključili zaradi možnega vpliva zdravil na delovanje 
možganskih arterij. Po odvzemu smo žile shranili v K-H raztopini. Sledila je preparacija 
žil, pri kateri smo odstranili možgansko tkivo in kri. Nato smo žile razrezali na 8-15 ŽO, 
dolgih 3-5 mm pri tem smo morali biti previdni, da nismo poškodovali stene žil. ŽO smo 
nato vpeli v napravo za poskuse na izoliranih žilah in v napravo DMT, odvisno od premera 
žilnih obročkov. ŽO z večjim premerom smo vpeli v napravo za poskuse na izoliranih 
žilah. ŽO z manjšim premerom pa v napravo DMT. Žile na katerih so bile prisotne 
aterosklerotične spremembe nismo uporabili. Za vsako frakcijo oziroma lignan smo pri 
vsakem protokolu uporabili vsaj 5 ŽO treh različnih kadavrov. 
 
 
Slika 9: Grafični prikaz kadavrov v starostnih skupinah 
Največ vzorcev je bilo iz starostne skupine nad 60 let. 
 
3.3.1 Naprava za poskuse na izoliranih žilah 
Za večje žile smo uporabili napravo za poskuse na izoliranih žilah, ki je delo Inštituta za 
farmakologijo in eksperimentalno toksikologijo (IFET) univerze v Ljubljani. Sestavljena je 
iz 8 med seboj povezanih kivet. Prostornina posamezne kivete je 10 ml. Kivete obdaja 
vodna kopel. Kivete imajo ločen dovodni in odvodni sistem za izmenjavo medija (K-H 
raztopina) ter dovod plina.  
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Slika 10: Naprava za poskuse na izoliranih žilah 
(Povzeto in prirejeno po: IFET, Ljubljana, 2009) 
 
K-H smo prepihovali s plinsko mešanico 95 % O2 in 5 % CO2. Temperaturo vodne kopeli 
smo vzdrževali s pomočjo termostatsko nadzorovane vodne črpalke pri 37,0 ± 0,5 °C. 
Ostale spojine smo dodajali v kivete skozi zgornjo odprtino s polavtomatskimi pipetami. 
ŽO smo vpeli med dve vzporedni nerjaveči kovinski žici. Prva (sidro) je bila pritrjena na 
držalo znotraj kivete, druga (kaveljček) pa je bila povezana z elektromehanskim 
pretvornikom (ITIS, Ljubljana, Slovenija). Elektromehanski pretvornik je spremembo sile 
izometričnega krčenja ŽO pretvarjal v spremembo električne napetosti, ki se je preko 
ojačevalca (DEWETRON Ges.m.b.H, Gradec, Avstrija) in A/D pretvornika (National 
Instruments NI PCI-6013, ZDA) zapisovala na trdi disk osebnega računalnika. Podatke, ki 
smo jih dobili, smo obdelali s programsko opremo DEWESoft 6.5 (DEWESoft d.o.o., 
Trbovlje, Slovenija). 
 
3.3.2  Naprava DMT (Danish Myo Technology Multi Wire Myograph System) 
Za poskuse na manjših žilah smo uporabili napravo DMT (Danish Mio Technology Multi 
Wire Myograph System – Model 620M, Danish Mio Technology A/S Inc., Aarhus, 
Denmark). Naprava ima štiri komore s prostornino 5 ml, te smo napolnili z K-H raztopino, 
nato pa s pomočjo povečevalnega stekla vpeli ŽO. ŽO smo vpeli med dve tanki žici, ki sta 
bili vpeti med dva kaveljčka. Eden je bil nepremičen in povezan s elektromehanskim 
pretvornikom, drugi pa je bil premičen in z njim smo lahko preko mikrovijaka nadzorovali 
silo. K-H smo prepihovali s plinsko mešanico 95 % O2 in 5 % CO2. V komori smo 
vzdrževali konstantno temperaturo 37°C. Elektromehanski pretvornik (ITIS, Ljubljana, 
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Slovenija) je spremembo sile izometričnega krčenja ŽO pretvarjal v spremembo električne 
napetosti, ki se je preko ojačevalca (DEWETRON Ges.m.b.H, Gradec, Avstrija) in A/D 
pretvornika (National Instruments NI PCI-6013, ZDA) zapisovala na trdi disk osebnega 
računalnika. Podatke, ki smo jih dobili, smo obdelali s programsko opremo DEWESoft 6.5 
(DEWESoft d.o.o., Trbovlje, Slovenija). 
 
 
 
Slika 11: Naprava DMT (Danish Myo Technology) 
(Prirejeno in povzeto po: a) AnimaLab, http://animalab.eu/products/multi-myograph-system-620m b) 
ADInstruments, https://www.adinstruments.com/support/knowledge-base/why-are-force-transducers-dmt-
wire-myograph-slow-respond-changes-tension ) 
 
3.4 POTEK DELA 
Izvedli smo štiri različne poskuse s pripadajočimi protokoli. Na začetku vsakega poskusa 
je bilo najprej potrebno vzpostaviti začetno napetost z napenjanjem ŽO z določeno silo, ki 
je bila odvisna od premera žile (10-20 mN). Po približno 90 minutah so se žile umirile in 
vrednost krčitve se je obdržala na mirovnem potencialu (MP). Med čakanjem na 
vzpostavitev MP smo menjevali K-H raztopino na 15 minut. Po vzpostavitvi MP smo 
preverili odzivnost ŽO tako da smo dodali KCl. Končna koncentracija v kiveti oziroma 
komori je bila 50 mmol/L. Po dosegu konstantne skrčitve (doseg platoja) smo obročke 
trikrat sprali s K-H raztopino in počakali, da se vzpostavi enakomernost odziva. Skrčitev z 
KCl smo izvedli trikrat. V primeru, da po dodatku KCl ni prišlo do krčitve, smo ŽO 
zavrgli. Potem smo obročke skrčili s 1 μmol/L histaminom. Ko je skrčitev dosegla plato, 
smo z 10 μmol/L acetilholinom izzvali od endotelija odvisno sprostitev žilnih obročkov, 
tako smo preverili, če je ohranjen endotelij. Po 5 minutah smo ŽO sprali z K-H raztopino 
in počakali, da se vzpostavi MP. Po začetnem delu smo nadaljevali s protokolom 1, 2, 3 ali 
4. Po končanem poskusu smo žile shranili za uničenje v pooblaščenem zavodu. 
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Slika 12: Grafični prikaz začetnega dela poskusa 
*- začetek spiranja z K-H raztopino, //- nadaljevanje poskusa po protokolu, KCl- kalijev 
klorid, His- histamin, ACh- acetilholin, MP- mirovni potencial 
 
3.4.1 Protokoli poskusov 
Protokol 1- akutni učinek spojine na žilne obročke 
Po začetnem delu smo kumulativno dodajali preiskovano snov, na vsake 3 minute tako, da 
je koncentracija v kiveti/komori naraščala od 0,01 do 0,10 mg/ml: 0,01mg/ml, 0,02 mg/ml, 
0,03 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,07 mg/ml,0,08 mg/ml, 0,09 mg/ml in 
0,10 mg/ml. Po zadnjem dodatku snovi smo počakali 20 minut in dvakrat sprali z K-H 
raztopino, počakali na vzpostavitev MP, nato pa znova preverili odzivnost z 50 mmol/L 
KCl.  
 
 
Slika 13: Protokol 1 
*- začetek spiranja z K-H raztopino, /- poskus sledi začetnemu delu, KCl- kalijev klorid, 
MP- mirovni potencial, na shemi je zaradi lažje predstave prikazano samo krčenje po 
kumulativnem dodajanju, vendar je lahko prišlo tudi do sproščanja 
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Protokol 2 – akutni učinek frakcij na žile obročke  po inkubaciji z L-NNA 
Po začetnem delu smo najprej 30 minut inkubirali z L-NNA, ki zavira delovanje NOS, v 
končni koncentraciji 360 μM. Po končani inkubaciji smo nato kumulativno na 3 minute 
dodajali preiskovano frakcijo, tako da je koncentracija v kiveti/komori naraščala od 0,01 
do 0,10 mg/ml: 0,01mg/ml, 0,02 mg/ml, 0,03 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,06 mg/ml, 
0,07 mg/ml,0,08 mg/ml, 0,09 mg/ml in 0,10 mg/ml. Nato smo počakali 20 minut in dvakrat 
sprali z K-H raztopino, počakali na vzpostavitev MP, nato pa znova preverili odzivnost z 
50 mmol/L KCl.  
 
Slika 14: Protokol 2 
*- začetek spiranja z K-H raztopino, /- poskus sledi začetnemu delu, KCl- kalijev klorid, L-
NNA- Nω-nitro-L-arginin, na shemi je zaradi lažje predstave prikazano samo krčenje po 
kumulativnem dodajanju, vendar je lahko prišlo tudi do sproščanja. 
 
Protokol 3 – akutni učinek histamina na žilne obročke po inkubaciji s preiskovano 
frakcijo 
Po začetnem delu smo v kiveto/komoro dodali histamin v končni koncentraciji  1 μmol/L. 
Ko je skrčitev dosegla plato smo spirali s K-H raztopino. Nato smo 20 minut inkubirali s 
posameznimi koncentracijami preiskovanih frakcij (0,02 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,06 mg/ml, 
0,08 mg/ml, 0,10 mg/ml). Nato smo znova skrčili z 1 μmol/L histaminom. Po dosegu 
platoja smo dvakrat spirali z K-H raztopino, počakali, da se vzpostavi MP in skrčili z 50 
mmol/L KCl, da preverimo odzivnost.  
 
 
23 
 
 
Slika 15: Protokol 3 
*- začetek spiranja z K-H raztopino, /- poskus sledi začetnemu delu, KCl- kalijev klorid, 
His- histamin,  MP- mirovni potencial 
 
Protokol 4 – učinek na žile obročke po inkubaciji z izbranimi koncentracijami 
Po začetnem delu smo 20 minut inkubirali s posameznimi koncentracijami preiskovanih 
frakcij (0,02 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,08 mg/ml, 0,10 mg/ml). Po koncu 
inkubacije smo dvakrat sprali z K-H raztopino, počakali, da se vzpostavi MP in skrčili z 50 
mmol/L KCl, da preverimo odzivnost.  
 
 
Slika 16: Protokol 4 
*- začetek spiranja z K-H raztopino, /- poskus sledi začetnemu delu, KCl- kalijev klorid 
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3.4.2 Obdelava podatkov 
S pomočjo računalniškega programa DeweSoft 6.1 (DEWESoft d.o.o., Trbovlje, Slovenija) 
smo določili višino platojev (silo izometrične kontrakcije) pri posameznih poskusih. 
Dobljene podatke smo nato statistično in grafično obdelali z računalniškim programom 
GraphPad Prism 5.01 (GraphPad, ZDA). Rezultate meritev pri posameznih koncentracijah 
smo povprečili in izrazili kot aritmetične sredine s standardnimi napakami ocen 
aritmetičnih sredin (SEM). Pri protokolu 1 in 2 smo izračunali odstotek sprostitve/skrčitve 
po dodatku posameznih koncentracij to je razlika med platojem po dodatku določene  
koncentracije in MP neposredno pred dodatkom prve koncentracije spojine (A na sliki 17). 
Za 100 % smo vzeli MP neposredno pred dodatkom prve koncentracije spojine. Pri 
protokolu 3 smo izračunali razliko med skrčitvijo z histaminom pred inkubacijo (B na sliki 
18) in po inkubaciji (C na sliki 18). Pri protokolu 4 pa smo izračunali odstotek 
sprostitve/skrčitve to je razlika med vrednostjo po koncu inkubacije in MP tik pred 
začetkom inkubacije. Za 100 % smo vzeli MP tik pred začetkom inkubacije. 
 
     
 
Slika 17: a) Shematski prikaz vrednosti, ki smo jih uporabili za računanje pri protokolu 1 
in 2, b) Enačba za izračun odstotka sprostitve/krčitve pri protokolu 1 in 2 
/ - poskus sledi začetnemu delu, MP- mirovni potencial, A- razlika med platojem po 
dodatku določene koncentracije in MP neposredno pred dodatkom prve koncentracije 
spojine  
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Slika 18: a) Shematski prikaz vrednosti, ki smo jih uporabili za računanje pri protokolu 3 
b) Enačba za izračun pri protokolu 3 
 
/ - poskus sledi začetnemu delu, MP- mirovni potencial, B- skrčitev histamina pred 
inkubacijo, C- skrčitev histamina po inkubaciji 
 
Primerjali smo  
- Odzive ŽO pri lipofilni in hidrofilni frakciji po protokolu 1 
- Odzive ŽO pri posameznih lignanih po protokolu 1 
- Odzive ŽO pri lipofilni in hidrofilni frakciji po protokolu 2 
- Odzive ŽO pri lipofilni in hidrofilni frakciji po protokolu 3 
- Odzive ŽO pri lipofilni in hidrofilni frakciji po protokolu 4 
- Odzive ŽO pri lipofilni frakciji po protokolu 1 in 2 
- Odzive ŽO pri hidrofilni frakciji po protokolu 1 in 2 
- Odzive ŽO pri lipofilni frakciji po protokolu 1 in 4 
- Odzive ŽO pri hidrofilni frakciji po protokolu 1 in 4 
 
Statistično pomembno razliko pri primerjavi rezultatov je predstavljala vrednost p < 0,05, 
ki je označena na grafu (*) in prikazana v opisu pod grafom. Na grafu smo prikazali 
odvisnost učinka na ŽO od  koncentracije. 
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4 REZULTATI 
Za prikaz podatkov smo uporabili graf učinka spojine na ŽO v odvisnosti od  
koncentracije. Na y-osi so predstavljene vrednosti krčitve ŽO in so podane kot odstotek 
krčitve. V primeru, da je prišlo do relaksacije ŽO je odstotek podan kot negativna 
vrednost. Na x-osi pa so podane posamezne koncentracije. Točke smo dobili s povprečjem 
rezultatov meritev pri posameznih koncentracijah in predstavljajo aritmetično sredino 
učinka. Točkam smo prilagodili sigmoidno krivuljo odziva. SEM smo prikazali z črtami, ki 
potekajo skozi točke aritmetičnih sredin učinka. Statistično značilne p (p˂0,05) vrednosti 
so označene na grafih. 
 
4.1 AKUTNI UČINEK SPOJINE NA ŽILNE OBROČKE (PROTOKOL 1) 
Primerjava med akutnim učinkom lipofilne frakcije in hidrofilne frakcije na žilne 
obročke 
Na ŽO smo ugotavljali odziv na kumulativno dodajanje lipofilne frakcije ter hidrofilne 
frakcije in jih med seboj primerjali. Končna koncentracija lipofilne in hidrofilne frakcije v 
kiveti je znašala 0,10 mg/ml. 
 
Slika 19: Grafični prikaz akutnega učinka lipofilne in hidrofilne frakcije na žilne obročke 
izvedeno po protokolu 1 
Statistično značilna razlika med odzivom ŽO na lipofilno in hidrofilno frakcijo ni bila 
prisotna (p˃0,05). 
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Primerjava med akutnim učinkom posameznih lignanov 
Na ŽO smo ugotavljali odziv na kumulativno dodajanje izolaricirezinola, 
hidroksimatairezinola in sekoizolaricirezinola ter jih med seboj primerjali. Končna 
koncentracija posameznih lignanov v kiveti je znašala 0,01 mg/ml. 
 
 
 
Slika 20: Grafični prikaz akutnega učinka lignanov na žilne obročke izvedeno po 
protokolu 1 
Statistično značilna razlika med odzivi ni bila prisotna (p˃0,05). 
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4.2 AKUTNI UČINEK FRAKCIJ NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI Z L-NNA 
(PROTOKOL 2) 
Primerjava med akutnim učinkom po inkubaciji z L-NNA na ŽO med lipofilno in 
hidrofilno frakcijo. Na ŽO smo ugotavljali odziv na kumulativno dodajanje lipofilne in 
hidrofilne frakcije potem, ko smo 30 minut inkubirali z L-NNA in jih primerjali. Končna 
koncentracija lipofilne in hidrofilne frakcije v kiveti je znašala 0,10 mg/ml. 
 
 
 
Slika 21: Grafični prikaz akutnega učinka lipofilne in hidrofilne frakcije po inkubaciji z L-
NAA (protokol 2) 
Na grafu * predstavlja statistično značilno razliko med odzivom ŽO na lipofilno in 
hidrofilno frakcijo ( *- p=0,0249, **- p˂0,01) 
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4.3 AKUTNI UČINEK HISTAMINA NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI S 
PREISKOVANO FRAKCIJO (PROTOKOL 3)  
Primerjava med akutnim učinkom histamina na žilne obročke po inkubaciji z lipofilno in 
hidrofilno frakcijo. Na ŽO smo ugotavljali razliko med skrčitvijo histamina pred in po 
inkubaciji z lipofilno in hidrofilno frakcijo. Inkubirali smo s sledečimi koncentracijami  
0,02 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,08 mg/ml, 0,10 mg/ml.  
 
 
 
Slika 22: Grafični prikaz učinka histamina na žilne obročke po inkubaciji z lipofilno in 
hidrofilno frakcijo (protokol 3) 
Statistično značilna razlika med odzivom ŽO na lipofilno in hidrofilno frakcijo ni bila 
prisotna (p˃0,05). 
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4.4 UČINEK NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI Z IZBRANIMI 
KONCENTRACIJAMI (PROTOKOL 4) 
Primerjava med učinkom na ŽO po inkubaciji z lipofilno in hidrofilno frakcijo. Na ŽO smo 
ugotavljali odziv po inkubaciji z lipofilno in hidrofilno frakcijo in jih med seboj primerjali. 
Inkubirali smo s sledečimi koncentracijami 0,02 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,08 
mg/ml, 0,10 mg/ml.  
 
 
 
Slika 23: Grafični prikaz učinka po inkubaciji z lipofilno in hidrofilno frakcijo (protokol 4) 
Na grafu * predstavlja statistično značilno razliko med odzivom ŽO na lipofilno in 
hidrofilno frakcijo (*- p˂0,050 **- p=0,0043). 
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4.5 PRIMERJAVA MED AKUTNIM UČINKOM SPOJINE NA ŽILNE OBROČKE 
(PROTOKOL 1) IN AKUTNIM UČINKOM FRAKCIJ NA ŽILNE OBROČKE PO 
INKUBACIJI Z L-NNA (PROTOKOL 2) 
Primerjava med akutnim učinkom lipofilne frakcije in akutnim učinkom lipofilne 
frakcije po inkubaciji z L-NNA 
Ugotavljali smo odziv ŽO na kumulativno dodajanje lipofilne frakcije in odziv na 
kumulativno dodajanje lipofilne frakcije po predhodnem 30 minutnem inkubiranju z L-
NNA (0,02 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,08 mg/ml, 0,10 mg/ml). Končna 
koncentracija lipofilne frakcije v kiveti po kumulativnem dodajanju je znašala 0,10 mg/ml. 
 
 
 
Slika 24: Grafični prikaz akutnega učinka lipofilne frakcije (protokol 1) in akutnega 
učinka lipofilne frakcije po inkubaciji z L-NNA (protokol 2) 
Statistično značilna razlika med odzivoma ni bila prisotna (p˃0,05). 
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Primerjava med akutnim učinkom hidrofilne frakcije in akutnim učinkom hidrofilne 
frakcije po inkubaciji z L-NNA 
Ugotavljali smo odziv ŽO na kumulativno dodajanje hidrofilne frakcije in odziv na 
kumulativno dodajanje hidrofilne frakcije po predhodnem 30 minutnem inkubiranju z L-
NNA (0,02 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,08 mg/ml, 0,10 mg/ml). Končna 
koncentracija lipofilne frakcije v kiveti po kumulativnem dodajanju je znašala 0,10 mg/ml. 
 
 
 
Slika 25: Grafični prikaz akutnega učinka hidrofilne frakcije (protokol 1) in akutnega 
učinka hidrofilne frakcije po inkubaciji z L-NNA (protokol 2) 
Statistično značilna razlika med odzivoma ni bila prisotna (p˃0,05). 
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4.6 PRIMERJAVA MED AKUTNI UČINKOM SPOJINE NA ŽILNE OBROČKE 
(PROTOKOL 1) IN UČINKOM NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI Z 
IZBRANIMI KONCENTRACIJAMI (PROTOKOL 4) 
Primerjava med akutnim učinkom lipofilne frakcije in učinkom po inkubaciji z 
lipofilno frakcijo 
Ugotavljali smo odziv ŽO na kumulativno dodajanje lipofilne frakcije in odziv ŽO po 20 
minutni inkubaciji s posameznimi koncentracijami lipofilne frakcije in jih med seboj 
primerjali. Končna koncentracija lipofilne frakcije v kiveti pri akutnem učinku je znašala 
0,10 mg/ml. Inkubirali smo s sledečimi koncentracijami 0,02 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,06 
mg/ml, 0,08 mg/ml, 0,10 mg/ml.  
 
 
 
Slika 26: Grafični prikaz akutnega učinka lipofilne frakcije (protokol 1) in učinka po 
inkubaciji z lipofilno frakcijo (protokol 4) 
Statistično značilna razlika med odzivoma ni bila prisotna (p˃0,05). 
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Primerjava med akutnim učinkom hidrofilne frakcije in učinkom po inkubaciji s 
hidrofilno frakcijo 
Ugotavljali smo odziv ŽO na kumulativno dodajanje hidrofilne frakcije in odziv ŽO po 20 
minutni inkubaciji s posameznimi koncentracijami hidrofilne frakcije in jih med seboj 
primerjali. Končna koncentracija hidrofilne frakcije v kiveti pri akutnem učinku je znašala 
0,10 mg/ml. Inkubirali smo s sledečimi koncentracijami  0,02 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,06 
mg/ml, 0,08 mg/ml, 0,10 mg/ml.  
 
 
 
Slika 27: Grafični prikaz akutnega učinka hidrofilne frakcije (protokol 1) in učinka po 
inkubaciji s hidrofilno frakcijo (protokol 4) 
Statistično značilna razlika med odzivoma ni bila prisotna (p˃0,05). 
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5 RAZPRAVA 
Tekom raziskave smo potrdili našo hipotezo, da ima lipofilna frakcija izvlečka bele jelke 
sprostitveni učinek na možganske arterije. Za hidrofilno frakcijo izvlečka bele jelke pa se 
je izkazalo, da žile krči. Pred začetkom poskusa smo predvidevali, da obe frakciji, tako 
lipofilna frakcija kot hidrofilna frakcija delujeta preko eNOS sistema, vendar naši rezultati 
te trditve niso mogli potrditi. Prav tako nismo potrdili vloge lignanov pri relaksacijskem 
učinku. 
Naš namen je bil preveriti odziv humanih žilnih obročkov na lipofilno frakcijo, hidrofilno 
frakcijo in izbrane lignane, ki se nahajajo v izvlečku bele jelke. Primerjali smo odzive ŽO 
med lipofilno in hidrofilno frakcijo po posameznih protokolih. Prav tako smo primerjali 
lipofilno/hidrofilno frakcijo po dveh različnih protokolih. Med seboj smo primerjali tudi 
izbrane lignane (izolaricirezinol, hidroksimatairezinol in sekoizolaricirezinol) po protokolu 
1.  
Poskuse smo izvajali po štirih različnih protokolih. S protokolom 1 smo preverjali akutni 
učinek spojine na ŽO. Glede na predhodne študije smo predvidevali, da se bodo ŽO 
relaksirali po uporabi tako hidrofilne frakcije kot lipofilne frakcije. Pri protokolu 2 smo ŽO 
predhodno inkubirali z L-NNA, ki zavre delovanje eNOS. Želeli smo potrditi ali ovreči 
zaviranje encima eNOS s frakcijami. NOS sodeluje pri sprostitvi NO, kar povzroči 
relaksacijo žil. Pri protokolu 3 smo ŽO predhodno inkubirali z različnimi koncentracijami 
preiskovanih frakcij. Pred inkubacijo smo ŽO krčili s histaminom, prav tako smo krčitev s 
histaminom opravili po končani inkubaciji, nato smo primerjali skrčitve s histaminom pred 
in po inkubaciji. Pričakovali smo manjšo krčitev po inkubaciji zaradi predvidevanja, da 
izbrani frakciji delujejo sprostitveno. Zanimal nas je tudi vpliv preiskovanih frakcij na 
histamin, zaradi njegove vloge pri vnetju. S protokolom 4 pa smo preverjali učinek 
izbranih frakcij po inkubaciji, predvidevali smo, da se bo v času inkubacije MP znižal 
zaradi relaksacijskega učinka.  
Pred začetkom posameznega poskusa je bilo potrebno počakati, da se žile uravnajo na MP. 
Med tem časom je prišlo do zanimivega pojava – vazomocije. Pojav vazomocije je bil 
dober pokazatelj, da bo ŽO deloval, ker ima endotelij ohranjene vse kontrakcijske in 
relaksacijske funkcije. Opazili smo, da je bila pri mlajših osebkih vazomocija  načeloma 
izrazitejša in se je pojavila hitreje. V večini primerov je po približno 90 minutah 
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vazomocija izzvenela. Včasih pa je dodatek KCl znova izzval vazomocijo in je bilo 
potrebno počakati še nekaj časa, da so se žile umirile in smo lahko nadaljevali s poskusom. 
 
5.1 AKUTNI UČINEK SPOJINE NA ŽILNE OBROČKE (PROTOKOL 1) 
Pri lipofilni frakciji se je pokazal sprostitveni učinek (slika 19) pri koncentraciji 0,06 
mg/ml. Pri končni koncentraciji pa je bila sprostitev 19,8 %. Pri hidrofilni frakciji pa se je 
izkazalo, da žilne obročke krči. Lahko, da so v hidrofilni fazi prisotne snovi, ki povzročajo 
krčitev in je večina snovi, ki povzročajo sprostitev prešla v lipofilno fazo. Kljub temu, da 
je lipofilna frakcija povzročila sprostitev žilnih obročkov, hidrofilna frakcija pa krčitev 
žilnih obročkov, med njima ni bilo statistično značilne razlike. Vzrok, da ni bilo značilne 
razlike je lahko tudi, da je bila variabilnost odzivov ŽO prevelika ali pa je bilo premalo 
število vzorcev. Največji delež snovi v izvlečku bele jelke predstavljajo polifenoli. Pri 
ločitvi na lipofilno frakcijo in hidrofilno frakcijo predvidevamo, da so fenoli, ki so dobro 
topni v metanolu, prešli v lipofilno fazo, za ogljikove hidrate, ki so prisotni v izvlečku bele 
jelke, pa predvidevamo, da so ostali v hidrofilni fazi. Flavonoidi naj bi povečali sproščanje 
eNOS, ki nato poveča sproščanje, zaradi večjega relaksacijskega učinka lipofilne frakcije 
je možno, da so flavonoidi prisotni v lipofilni frakciji (38). 
Polifenoli prisotni v izvlečeku bele jelke preprečujejo nastajanje prostih kisikovih 
radikalov, spodbujajo nastanek vazorelaksacijskih mediatorjev, kot so NO, EDHF in 
prostaciklin, ter zavirajo nastanek vazokonstriktorjev v endotelijskih celicah, npr. 
endotelina-1 (39). Zaradi teh lastnosti predvidevamo, da je večina polifenolov odgovornih 
za sprostitveni učinek v izvlečku bele jelke prešla v lipofilno frakcijo, zaradi njenega 
sprostitvenega učinka. V hidrofilni frakciji pa so verjetno prevladovale snovi, ki 
povzročajo krčitev. V celotnem izvlečku iz vej bele jelke pa prevladuje sprostitveni učinek. 
Lahko da zato, ker preprosto vsebuje več snovi, ki sproščajo in na koncu prevlada 
sprostitveni učinek ali pa je prisoten sinergizem med spojinami. Možno je, da se pri ločitvi 
izvlečka na frakcije del tega sinergizma izgubi. Znano je namreč, da imajo nekateri 
izvlečki določen učinek, ko pa izvleček razstavimo na posamezne komponente, se učinek 
izgubi ali pa se zmanjša, ker je bil med posameznimi komponentami izvlečka prisoten 
sinergizem. Primer takšnega izvlečka je izvleček šentjanževke, kjer nekatere komponente 
prisotne v izvlečku izboljšajo biološko razpoložljivost hipericina, odgovornega za 
terapevtski učinek (40).  
 
37 
 
Sprostitveni učinek izvlečka bele jelke so dokazali tudi v raziskavi, kjer so ugotavljali 
vpliv izvlečka iz lubja bele jelke na funkcionalne in morfološke spremembe arterij pri 
budrah, krmljenih z aterogeno krmo. Ugotovili so, da je bil sprostitveni učinek acetilholina 
boljši pri dodatku izvlečka iz bele jelke (30). 
Narejena je bila tudi raziskava s Piknogenolom
®
, ki ima podobno sestavo kot izvleček iz 
bele jelke. Študija je bila narejena na 16 zdravih Japoncih in je bila dvojno-slepa, 
randomizirana študija. Ugotovili so, da je Piknogenol
®
 po dveh tednih jemanja povečal 
endotelijsko odvisno vazodilatacijo (41). 
 
5.2 AKUTNI UČINEK FRAKCIJ NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI Z L-NNA 
(PROTOKOL 2) 
Po inkubaciji z L-NNA smo pričakovali, da ne bo prisotnega večjega odziva ŽO. L-NNA 
namreč zavira aktivacijo eNOS, ki povzroči sproščanje NO in posledično sprostitev žil.  
Pri lipofilni frakciji je bila že od koncentracije 0,04 mg/ml prisotna relaksacija ŽO, ki je do 
končne koncentracije narasla do 20,7 % (slika 21). Pri hidrofilni frakciji je bila od začetka 
prisotna kontrakcija. Med obema frakcijama je bila prisotna statistična razlika, razen v 
začetni in končni koncentraciji. Zaradi odziva ŽO pri obeh frakcijah predvidevamo, da 
njuno delovanje ni značilno povezano z aktivacijo eNOS sistema. Zato smo kasneje med 
seboj primerjali še akutni učinek frakcije na ŽO (protokol 1) in akutni učinek frakcije na 
ŽO po inkubaciji z L-NNA (protokol 2), da bi potrdili domnevo, da delovanje frakcije ni 
značilno povezano z aktivacijo eNOS sistema. 
Pri prehodni študiji so ugotovili, da se pri podganjih aortah, ki imajo ohranjen endotelij, z 
dajanjem izvlečka iz bele jelke znatno poveča relaksacijska sposobnost. Poleg tega so 
ugotovili, da se z dodatkom L-NNA relaksacijska sposobnost izvlečka iz bele jelke skoraj 
popolnoma zavre. Na podlagi tega so sklepali, da je mehanizem sprostitve izvlečka iz bele 
jelke povezan predvsem s posrednim ali neposrednim spodbujanjem aktivnosti eNOS in 
signalnimi potmi, ki pospešujejo aktivnost tega encima (42). Naši rezultati se niso povsem 
skladali z rezultati te študije saj se pri nas z dodatkom L-NNA relaksacijska sposobnost ni 
signifikantno zavrla. So pa bile prisotne pomembne razlike med obema študijama. Pri 
raziskavi na podganah so namreč uporabili aorte, pri naši študiji pa smo uporabili 
možganske arterije. Med sistemskimi in možganskimi arterijami so namreč prisotne razlike 
v zgradbi in funkcionalni odzivnosti, zaradi česar so lahko tudi razlike med odzivi arterij, 
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kar se lahko kaže v različnih rezultatih. Navsezadnje pa je razlika tudi, da smo mi poskuse 
izvajali na izoliranih človeških možganskih žilah, ki se odzivajo drugače kot druge arterije, 
v drugi raziskavi pa so bile uporabljene aorte podgan, ki so jih vzgajali pod nadzorovanimi 
pogoji. Poleg tega so poskuse na podganjih aortah opravili takoj po usmrtitvi podgane, mi 
pa smo uporabili žile tudi do 48 ur post mortem. V tem času se ja lahko zmanjšalo število 
receptorjev in pa njihovo delovanje, kar je lahko vplivalo na rezultate. 
 
5.3 AKUTNI UČINEK HISTAMINA NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI S 
PREISKOVANO FRAKCIJO (PROTOKOL 3) 
Pri primerjavi s skrčitvijo s histaminom pred in po inkubaciji smo pričakovali, da bo 
histamin po inkubaciji manj skrčil ŽO, zaradi predvidevanja, da lipofilna frakcija in 
hidrofilna frakcija delujeta sprostitveno. To bi se na grafu pokazalo kot pozitivni odstotek, 
kar se je pri lipofilni frakciji tudi zgodilo (slika 22). Pri hidrofilni pa je bilo obratno, 
krčitev s histaminom je bila v večini primerov po inkubaciji večja, kar se je pokazalo z 
negativnim odstotkom. Znova lahko predvidevamo, da je v lipofilni frakciji več snovi, ki 
žile relaksirajo, v hidrofilni frakciji pa tistih, ki žile krčijo. Rezultati pri protokolu 3 so bili 
zelo variabilni in napaka je bila večja, zato rezultati niso tako zanesljivi, uporabiti bi morali 
večje število vzorcev. 
Histamin je tudi udeležen pri vnetnih procesih. Njegov učinek je lokalen, hiter in 
kratkotrajen, povzroči arterijsko dilatacijo in poveča prepustnost kapilar. Številne in vivo 
študije so pokazale tudi, da aplikacija histamina poveča prepustnost krvno-možganske 
pregrade z odprtjem tesnih stikov med celicami pregrade (43). Kot smo ugotovili je bila 
krčitev s histaminom manjša po inkubaciji z lipofilno frakcijo, kar bi lahko kazalo tudi na 
vpliv frakcije na delovanje histamina. To bi lahko pomagalo pri zmanjšanju vnetnih 
procesov, pri katerih histamin sodeluje. 
 
5.4 UČINEK NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI Z IZBRANIMI 
KONCENTRACIJAMI (PROTOKOL 4) 
Po inkubaciji s posameznimi koncentracijami lipofilne in hidrofilne frakcije je bila med 
njima statistično značilna razlika, razen pri koncentraciji 0,04 mg/ml. Pri obeh frakcijah ni 
bilo večjih sprememb do koncentracije 0,08 mg/ml (slika 23). Do te koncentracije je bila 
krivulja dokaj ravna oziramo konstantna, kasneje pa je pri lipofilni frakciji prišlo do 
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opaznejše sprostitve, ki je znašala 18,7 %. Pri hidrofilni frakciji je bila od začetne 
koncentracije prisotna manjša kontrakcija, pri končni koncentraciji pa je bila opaznejša, 
vendar je pri končni koncentraciji SEM precej velik. Torej lahko znova sklepamo, da je v 
lipofilno frakcijo prešlo več snovi, ki žile relaksirajo, kot v hidrofilno frakcijo. 
 
5.5 PRIMERJAVA MED AKUTNIM UČINKOM SPOJINE NA ŽILNE OBROČKE 
(PROTOKOL 1) IN AKUTNIM UČINKOM FRAKCIJE NA ŽILNE OBROČKE PO 
INKUBACIJI Z L-NNA (PROTOKOL 2) 
Pri primerjavi krivulje akutnega učinka lipofilne frakcije in krivulje lipofilne frakcije po 
inkubaciji z L-NNA smo ugotovili, da med njima ni bilo pomembne razlike (slika 24), 
krivulji sta se prekrivali, predvsem v končnih koncentracijah. S tem smo lahko še dodatno 
potrdili, kar smo sklepali pri analizi rezultatov protokola 2, da delovanje lipofilne frakcije 
ni značilno povezano s sproščanjem NO, preko eNOS sistema. V primeru, da bi bilo 
sproščanje povezano z eNOS sistemom, bi se sprostitveni učinek po inkubaciji z L-NNA 
izgubil. Na grafu bi se to pokazalo kot premik krivulje lipofilne frakcije po inkubaciji z L-
NNA proti abscisni osi. Ko smo primerjali krivuljo akutnega učinka hidrofilne frakcije in 
krivuljo hidrofilne frakcije po inkubaciji z L-NNA, smo med njima opazili razliko (slika 
25), prekrivanje krivulj ni bilo prisotno. Po inkubaciji z L-NNA je bila krčitev ŽO manjša, 
vendar med krivuljama ni bilo statistično značilne razlike. Opazili smo tudi, da je bil SEM 
pri krivulji inkubacije z L-NNA veliko manjši, kot pri akutnemu učinku hidrofilne frakcije. 
Torej je bila variabilnost rezultatov v primeru krivulje akutnega učinka hidrofilne frakcije 
prevelika ali pa je bilo prisotno premalo število vzorcev. To bi lahko bil tudi vzrok, da ni 
prišlo do prekrivanja krivulj, kot pri lipofilni frakciji. Lahko pa neprekrivanje krivulj pri 
hidrofilni frakciji kaže, da je lahko delovanje delno povezano z eNOS sistemom.  
 
5.6 PRIMERJAVA MED AKUTNI UČINKOM SPOJINE NA ŽILNE OBROČKE 
(PROTOKOL 1) IN UČINKOM NA ŽILNE OBROČKE PO INKUBACIJI Z 
IZBRANIMI KONCENTRACIJAMI (PROTOKOL 4) 
Pri primerjavi odstotka sprostitve pri lipofilni frakciji po inkubaciji z akutnim učinkom, 
torej primerjava protokola 4 in 1, je bil odziv pri posameznih koncentracijah primerljiv 
(slika 26). Krivulji sta se skoraj prekrivali v vseh točkah, rahlo odstopanje je bilo pri 
koncentraciji 0,08 mg/ml. Odstotek sprostitve pri končni koncentraciji je bil primerljiv, po 
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akutnem učinku je znašal 19,8 %, po inkubaciji z lipofilno frakcijo pa 18,7 %. Pri 
hidrofilni frakciji je prišlo pri primerjavi med protokolom 4 in 1 do razlike (slika 27). 
Ujemanje krivulj je bilo manjše kot pri lipofilni frakciji. Krčitev po inkubaciji je bila na 
začetku manjša kot pri akutnem učinku, kasneje pri končni koncentraciji pa je bila krčitev 
večja pri inkubaciji. Vendar moramo znova upoštevati, da je bil SEM pri končni 
koncentraciji pri inkubaciji s posameznimi koncentracijami velik. Med krivuljama ni bilo 
statistično pomembne razlike. 
 
5.6 LIGNANI 
Na koncu smo se odločili še, da bomo preizkusili akutni učinek izbranih lignanov. Na 
podlagi raziskave smo se odločili za izolaricirezinol, hidroksimatairezinol in 
sekoizolaricirezinol. Za te lignane smo se odločili, ker jih je v vodnem izvlečku bele jelke 
med lignani največ. Topnost teh lignanov v vodi je slabša (izolaricirezinol-0,027 g/ml, 
hidroksimatairezinol-0,037g/L, sekoizolaricirezinol- 0,012g/L) (44), zato smo sklepali, da 
bi pri ločitvi hidrofilne in lipofilne frakcije lignani prešli v lipofilno frakcijo. Pri poskusu 
smo uporabili 10-krat manjšo koncentracijo kot pri frakcijah, ker smo uporabljali čisto 
snov, poleg tega pa smo bili omejeni s količino posameznih lignanov. Rezultati pri 
akutnem učinku so bili zanemarljivi (slika 20), lahko rečemo, da odziva praktično ni bilo in 
na podlagi tega poskusa ne moremo sklepati, če so lignani delno odgovorni za sprostitveni 
učinek. Zaradi tega smo se tudi odločili, da z lignani ne bomo izvedli ostalih poskusov po 
protokolih 2, 3 in 4.  
Z raziskavo, kjer so se ukvarjali z antioksidativnostjo lignanov v izvlečku bele jelke so 
ugotovili, da vodni izvleček vsebuje 10% lignanov in da so lignani delno odgovorni za 
antioksidativne lastnosti izvlečka in so pomemben del izvlečka, ter prispevajo k njegovi 
učinkovitosti (45). So pa v raziskavi, kjer so proučevali lignan meso-dihidroguajaretinska 
kislino ugotovili, da le-ta izkazuje vazodilatorne učinke. Raziskava je bila narejena na 
izoliranih podganjih aortah. Odziv lignana so primerjali z relaksantom ACh in ugotovili, da 
je njegov učinek sproščanja primerljiv z ACh. Z nadaljnjimi poskusi so ugotovili, da bi 
lahko bil relaksacijski učinek delno povezan z eNOS sistemom (46). Relaksacijski učinek 
lignanov so ugotovili tudi v drugi raziskavah, narejenih na podganjih aortah. Ugotovili so 
tudi povezanost relaksacijskega učinka z eNOS sistemom (47,48). Raziskava z lignani, ki 
smo si jih izbrali, na izoliranih človeških možganskih arterijah še ni bila narejena, vendar 
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smo gleda na prej omenjene raziskave predvidevali, da bi lahko bili lignani delno 
odgovorni za relaksacijski učinek na možganske arterije pri lipofilni frakciji. Rezultati, ki 
smo jih dobili niso bili pričakovani oz. v skladu z našimi predvidevanji. Potrebne bi bile 
nadaljnje raziskave z lignani na izoliranih možganskih arterijah, da bi lahko potrdili vpliv 
lignanov na sprostitveni učinek. 
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6 SKLEP 
Na podlagi raziskave smo ugotovili: 
- Lipofilna frakcija povzroči sprostitveni učinek na izoliranih človeških žilnih 
obročkih, 
- hidrofilna frakcija povzroči krčenje izoliranih človeških žilnih obročkov, 
- relaksacijski učinek pri lipofilni frakciji ni značilno povezan z endotelijsko 
odvisnim mehanizmom s povečanim  sproščanjem NO preko povišane aktivnosti 
endotelijske NOS, kar smo dokazali z L-NNA, 
- učinek pri hidrofilni frakciji je lahko delno povezan z endotelijsko odvisnim 
mehanizmom s povečanim  sproščanjem NO preko povišane aktivnosti endotelijske 
NOS, 
- na podlagi rezultatov nismo mogli sklepati, če lignani pripomorejo k 
sprostitvenemu učinku. 
Ugotovili smo, da ima lipofilna frakcija sprostitveni učinek na možgansko žilje, kar 
predstavlja potencial uporabe izvlečka iz vej bele jelke pri zdravljenju tudi 
nevrodegenerativnih bolezni.  
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